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RESUMO 
 
A susceptibilidade à infecção pelo vírus da hepatite B (HBV) e 
necessidade de doses de reforço da vacina entre indivíduos que 
apresentam níveis séricos do anticorpo contra o antígeno de superfície 
(anti-HBs) inferiores a 10 UI/L após a imunização primária permanecem 
indefinidas. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a resposta anamnéstica 
ao desafio in vitro e in vivo com o antígeno de superfície do vírus da 
hepatite B (HBsAg) em indivíduos vacinados. Foram analisadas as 
propriedades antigênicas da proteína vacinal  HBsAg recombinante em 
sistema de cultura, e realizada a padronização do ensaio in vitro de 
proliferação de linfócitos frente à estimulação com o antígeno vacinal. 
Dentro das condições experimentais ideais pré-estabelecidas, foi 
realizada a análise in vitro da resposta anamnéstica à exposição ao 
HBsAg recombinante em amostras de voluntários que receberam o 
esquema completo (3 doses) de vacinação contra o HBV. A resposta 
anamnéstica ao estímulo in vivo foi analisada pela determinação dos 
títulos séricos de anti-HBs após o reforço da vacina. O antígeno vacinal 
HBsAg recombinante estimulou a proliferação linfocitária em culturas 
de células de indivíduos vacinados. Os maiores índices de proliferação 
foram verificados em suspensões na concentração de 4×10
6
 células/mL, 
estimuladas com 50 ng/mL de HBsAg recombinante durante 3 dias. As 
respostas humorais ao desafio antigênico in vitro não se correlacionaram 
significativamente com os níveis séricos do anticorpo. Uma resposta in 
vitro de anticorpos de alta avidez foi verificada em 60,0%, 40,0% e 
66,7% dos indivíduos que apresentaram níveis séricos de anti-HBs 
indetectáveis, <10 UI/L e ≥10 UI/L, respectivamente. Na análise in vivo 
da memória imunológica ao HBV, a proporção de indivíduos que 
apresentaram uma resposta humoral anamnéstica à dose unitária de 
reforço foi de 63,0%. O índice de participantes que apresentaram títulos 
do anticorpo ≥10 UI/L em 4 meses, 1 ano e 2 anos decorridos da 
administração de uma dose desafio foi de 66,7%, 50,0% e 70,0%, 
respectivamente. Todos os indivíduos que receberam três doses 
apresentaram títulos séricos de anti-HBs ≥10 UI/L 2 anos após a 
revacinação, sendo que em 80,0% dos casos foram verificados níveis do 
anticorpo acima de 100 UI/L. Os resultados observados neste estudo 
sugerem a persistência da memória imunológica para o HBV em 
indivíduos vacinados que apresentam títulos séricos de anti-HBs 
inferiores a 10 UI/L ou indetectáveis.  
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recombinante, memória imunológica, resposta anamnéstica in vitro, 
resposta anamnéstica in vivo. 
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ABSTRACT 
 
The susceptibility to hepatitis B virus (HBV) infection and the need for 
booster doses among individuals with antibody titers to surface antigen 
(anti-HBs) less than 10IU/L after primary immunization remain 
undefined. In this study, the aim was to evaluate the in vitro and in vivo 
anamnestic response to the hepatitis B surface antigen (HBsAg) 
challenge in vaccinated individuals. The antigenic properties of the 
recombinant HBsAg protein vaccine were analyzed in a culture system 
in order to standardize the in vitro lymphocyte proliferation assay. 
Under the optimal experimental conditions, the in vitro anamnestic 
response to the recombinant HBsAg exposure were evaluated in samples 
from volunteers who had received the standard (three-dose) HBV 
vaccination schedule. The in vivo anamnestic response to the antigen 
stimulation was assessed by the quantification of serum anti-HBs levels 
after booster vaccination. The recombinant HBsAg stimulated 
lymphocyte proliferation in cultured cells from vaccinated individuals. 
The highest levels of proliferation were observed in suspensions 
stimulated at a concentration of 4×10
6
 cells/mL with 50 ng/mL of 
recombinant HBsAg for 3 days. The humoral responses to the in vitro 
antigen challenge were not significantly correlated with serum antibody 
levels. An in vitro antibody response of high avidity was found in 
60.0%, 40.0% and 66.7% of the individuals who showed undetectable 
anti-HBs, anti-HBs <10 IU/L and anti-HBs ≥10 IU/L, respectively. In 
the in vivo analysis of the immunological memory to HBV, the 
proportion of individuals who showed an anamnestic humoral response 
to the single booster dose was 63.0%. The index of participants who 
showed antibody titers ≥10 IU/L 4 months, 1 year and 2 years after the 
administration of one challenge dose was 66.7%, 50.0% and 70.0%, 
respectively. All subjects who had received three booster doses showed 
serum anti-HBs ≥10 IU/L 2 years after revaccination, and in 80.0% of 
cases antibody levels were above 100 IU/L. The results from this study 
suggest the persistence of immunological memory to HBV in vaccinated 
individuals who showed serum anti-HBs of less than 10 IU/L or 
undetectable antibody. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 VÍRUS DA HEPATITE B 
 
A hepatite B, doença infecciosa causada pelo HBV (vírus da 
hepatite B), representa um problema global de saúde pública. Cerca de 
600.000 pessoas morrem anualmente devido às conseqüências das 
formas aguda e crônica da doença. O risco de morte por complicações 
relacionadas aumenta entre os portadores crônicos do vírus, estimados 
em mais de 240 milhões em todo o mundo (ORGANIZAÇÃO 
MUNDIAL DA SAÚDE, 2013). 
A transmissão do HBV ocorre através do contato com sangue ou 
fluidos corporais infectados. O vírus é transmitido por via perinatal, 
através da transfusão de sangue ou hemoderivados, pelo contato sexual, 
uso de drogas injetáveis e exposição percutânea ou parenteral à 
materiais contaminados, com elevado risco de infecção ocupacional 
entre profissionais de saúde (NEAIGUS et al., 2007; DEUFFIC-
BURBAN et al., 2011; BURNETT et al., 2011; GORGOS 2013; UMAR 
et al., 2013). 
O HBV é um vírus de cadeia dupla e DNA circular pertencente à 
família Hepadnaviridae (BILL e SUMMERS, 2004). As três proteínas 
do envelope viral são codificadas por uma única fase de leitura aberta do 
código genético. Esta organização define os três domínios proteicos 
(pré-S1, pré-S2 e S) (POISSON, 1997). O antígeno de superfície do 
vírus (HBsAg) é codificado pelo gene S, e a proteína do core (HBcAg) e 
o antígeno e (HBeAg) pelo gene C. Dois genes da região pré-S (pré-S1 e 
pré-S2) codificam o sítio de ligação ao receptor da célula hospedeira. O 
genoma do HBV é composto ainda pelo gene P, que codifica a DNA 
polimerase, e pelo gene X (Figura 1), que codifica uma proteína 
ativadora associada ao desenvolvimento do câncer hepático através da 
integração do DNA viral ao cromossomo do hospedeiro, que pode 
ocorrer durante a infecção aguda ou crônica (GITLIN, 1997; BILL e 
SUMMERS, 2004). 
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Figura 1: Representação da estrutura genômica do vírus da hepatite B. 
Fonte: Mahoney (1999). 
 
O HBsAg é um antígeno caracterizado pelo determinante a e por 
quatro subtipos de determinantes específicos, d, y, w, r. Estas variações 
antigênicas estabeleceram uma divisão inicial em quatro grupos 
principais, adw, adr, ayw e ayr. Com base na divergência da seqüência 
genômica, o HBV é atualmente classificado em dez genótipos (A-J). Os 
genótipos do HBV apresentam características distintas de distribuição 
nas diferentes regiões do mundo, e estão relacionados com a progressão 
da doença e resultado do tratamento. No entanto, os anticorpos 
formados contra o determinante antigênico a, epítopo imunodominante 
comum a todos os subtipos ou genótipos do HBV, fornece proteção 
cruzada contra a infecção por todos os grupos do vírus (MICHEL e 
TIOLLAIS; 2010; MILOSEVIC et al., 2013). 
Os métodos diagnósticos, perspectivas de prevenção e 
monitoramento da terapia foram revolucionados com o isolamento do 
antígeno HBsAg. A partir da purificação da proteína foram 
estabelecidos marcadores de infecção e imunidade, além da metodologia 
para a detecção do HBV DNA e determinação da carga viral em 
amostras clínicas através da reação em cadeia polimerase (PCR) 
(MENG et al., 2009; DUDDEMPUDI e BERNSTEIN, 2014). 
Nas células infectadas pelo HBV, o HBsAg é produzido em 
excesso e secretado no sangue, sendo o primeiro marcador da infecção. 
O antígeno é também utilizado na produção de vacinas contra a doença,
27 
 
e a presença de anticorpos específicos (anti-HBs) é um indicador de 
infecção passada ou desenvolvimento da resposta imunológica à 
vacinação (MAHONEY, 1999; KRAJDEN et al., 2005). 
O HBeAg, marcador de replicação viral, é secretado 
precocemente durante o ciclo de replicação do HBV (LANG et al., 
2011). O anticorpo para o antígeno (anti-HBe) é um indicador 
importante no monitoramento de pacientes infectados e da terapia 
medicamentosa (LOK e McMAHON, 2007). No entanto, devido à 
frequência de mutantes do HBeAg resultante de alterações na região 
promotora do core ou pré-core, a soroconversão não pode ser utilizada 
como único parâmetro na avaliação dos níveis de replicação, da 
eliminação do vírus ou infectividade, sendo necessária a quantificação 
do HBV DNA (DANCYGIER, 2010). 
Embora o HBcAg não seja detectado no soro durante a infecção 
aguda ou crônica, o desenvolvimento de anticorpos contra o antígeno do 
core viral (anti-HBc) pode ser verificado na fase inicial da infecção, 
persistindo por longos períodos após a resolução do processo 
(WIDJAJA et al., 1996). 
A infecção crônica pelo HBV é determinada pela persistência do 
antígeno HBsAg no soro por mais de seis meses. No entanto, é 
importante ressaltar que, em alguns casos, o clearance espontâneo do 
HBsAg pode se estender por períodos superiores. Contudo, na resolução 
de processos agudos a negativação do antígeno viral ocorre em um 
intervalo máximo de um ano após a infecção (LOK e McMAHON, 
2001).  
Entre as complicações relacionadas à infecção crônica pelo HBV 
está o aumento do risco de desenvolvimento de cirrose e carcinoma 
hepatocelular (HCC) (YANG et al, 2011;. PENG et al., 2012). O risco 
de progressão parece ser maior em indivíduos que apresentem 
persistência do HBeAg ou positividade para o HBV DNA, sugestivos de 
altos níveis de replicação viral (IELUZZI et al., 2014), ou em pacientes 
que tiveram uma reativação da replicação do vírus após a soroconversão 
do HBeAg (DUDDEMPUDI e BERNSTEIN, 2014). 
A vacinação é a principal forma de prevenção da transmissão do 
HBV. No Brasil, a vacina contra a hepatite B é disponibilizada pelo 
Sistema Único de Saúde (SUS) para recém-nascidos, crianças e jovens 
até 21 anos de idade, profissionais da saúde, indivíduos 
imunocomprometidos e pessoas pertencentes a grupos de risco. Para 
recém-nascidos, recomenda-se a administração de uma dose nas 
primeiras 12 horas após o parto, seguida de duas ou três doses 
28 
 
adicionais da vacina monovalente ou combinada (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2005; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012) 
 
1.1.1 Vacina recombinante 
 
A partícula completa do HBV (partícula de Dane), isolada 
primariamente do plasma humano, mede 43 nm e é formada por uma 
molécula circular de DNA de 2×10
6
 daltons. Diferentes fragmentos 
virais foram purificadas do plasma de indivíduos infectados, incluindo a 
fração não infecciosa de 22 nm composta essencialmente pelo HBsAg. 
Esta partícula foi inicialmente utilizada no desenvolvimento de vacinas 
contra a doença (HITZEMAN et al., 1983).  
No entanto, o avanço da engenharia genética e síntese de 
proteínas em sistemas heterólogos permitiu o desenvolvimento de 
vacinas recombinantes contra a hepatitie B capazes de induzir a 
produção de anticorpos neutralizantes (MURRAY et al., 1989), a partir 
do antígeno expresso em espécies como Saccharomyces cerevisiae e 
Hansenula polymorpha (MIYANOHARA et al., 1983; EMINI et al., 
1986; YAMAGUCHI et al., 1998; BIAN et al., 2010). Neste processo, a 
fração genômica do HBV que codifica o HBsAg é incorporada em 
células hospedeiras através de um vetor de clonagem específico, sob o 
controle de um promotor constitutivo. Após o período de crescimento 
adequado, as células hospedeiras são rompidas e o HBsAg é purificado 
(EMINI et al., 1986). O produto genético da técnica de recombinação 
apresenta similaridade com os fragmentos virais purificados do plasma 
de indivíduos infectados (MIYANOHARA et al., 1983), embora 
existam diferenças nas cadeias polipeptídicas da estrutura original e do 
antígeno recombinante (YAMAGUCHI et al., 1998). 
O aperfeiçoamento da tecnologia com base nas células de 
Hansenula polymorpha aponta para os diversos benefícios que a 
aplicação biotecnológica desta levedura pode trazer nos processos de 
desenvolvimento de vacinas recombinantes. Os novos subsídios 
metodológicos incluem promotores e locais de integração (GELLISSEN 
e VEENHUIS, 2001). Entre as vantagens da utilização desta levedura na 
produção de vacinas contra a hepatite B destacam-se o aumento na 
atividade imune de linfócitos T auxiliares (Th1 e Th2) e nas respostas de 
anticorpos (BIAN et al., 2010). Além disso, a codificação de proteínas 
imunomoduladoras, como a gp96, age como potente adjuvante no 
estímulo da resposta de linfócitos T citotóxicos através da capacidade de 
ligação a peptídeos específicos do HBV e apresentação cruzada do 
antígeno (LI et al., 2011). 
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Em uma avaliação conduzida por Li e colaboradores (2013), o 
regime de imunização contra o HBV constituído de duas doses da 
vacina produzida em células de Hansenula polymorpha estimulou 
respostas imunológicas semelhantes às verificadas após três doses da 
formulação contendo o antígeno expresso em leveduras de 
Saccharomyces cerevisiae (LI et al., 2013). Estudos comprovam 
também a imunogenicidade clínica e a segurança da vacina produzida a 
partir de leveduras de Hansenula polymorpha em recém-nascidos, 
adolescentes e adultos (LUNA et al., 2009; TREGNAGHI et al., 2010; 
MORAES et al., 2010). 
 
1.2 IMUNIDADE 
 
1.2.1 Resposta imune inata e adaptativa 
 
O sistema imune inato, a primeira linha de defesa do hospedeiro, 
é mediado por componentes físicos, como os epitélios, por uma cascata 
de proteínas constitutivas (sistema complemento e outros mediadores 
inflamatórios) e por respostas celulares que envolvem fagócitos 
(monócitos, macrófagos, neutrófilos) e células natural killer (NK) 
(NETEA et al., 2011; ABBAS et al., 2012). O desenvolvimento da 
memória imunológica envolve a imunidade adaptativa, caracterizada 
pela especificidade ao antígeno como resultado do processo de seleção 
clonal de linfócitos através de um mecanismo conhecido como 
rearranjo da informação genética (AKIRA et al., 2006).  
A detecção de agentes virais pelo sistema imune inato ocorre pela 
interação com uma classe de moléculas conhecidas como receptores de 
reconhecimento de padrões (PRRs). O material genético viral é 
composto de DNA ou RNA codificando os componentes estruturais, 
enzimas de síntese e de replicação. Vários componentes estruturais, 
incluindo o DNA viral, o RNA de dupla fita (dsRNA), o RNA de fita 
simples (ssRNA) e glicoproteínas de superfície são reconhecidos como 
padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) por receptores do 
tipo Toll (TLRs) ou outros PRRs (BOEHME e COMPTON, 2004; 
AKIRA et al, 2006). 
Os TLRs são uma classe de PRRs que detectam PAMPs a partir 
de uma ampla gama de patógenos (IWASAKI, 2012). São expressos 
principalmente por células chave do sistema imunológico inato: 
macrófagos e células dendríticas. Entre os membros do conjunto de 
TLRs, o reconhecimento de nucleotídeos virais envolve os receptores 
TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9. Os receptores TLR3, TLR7 e TLR9 são 
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expressos por células dendríticas convencionais, sendo os TLRs 7 e 9 
expressos também por células dendríticas plasmocitóides, que 
apresentam uma via de sinalização especializada para a produção de 
grandes quantidades de interferon (IFN) tipo I (STETSON e 
MEDZHITOV, 2006; XAGORARI e CHLICHLIA, 2008). O TLR8 é 
expresso por células dendríticas mielóides e monócitos/macrófagos. A 
ativação do TLR8 resulta na indução de citocinas inflamatórias, tais 
como IL-12 e TNF-α (CERVANTES et al., 2012). 
Entre as citocinas e quimiocinas produzidas por diversos tipos 
celulares nas infecções virais, os IFNs representam a principal família 
de proteínas envolvidas na resposta imune do hospedeiro (KOYAMA et 
al., 2008). Os IFNs são comumente agrupados em duas classes: IFNs 
tipo I (IFN-α, IFN-β e IFN-ω), envolvidos na resposta antiviral, e IFN 
tipo II (IFN-γ). O IFN-α e IFN-β são componentes da resposta imune 
inata rapidamente secretados durante infecções virais, fornecendo o 
sinal para a ativação da resposta imune adaptativa (SAMUEL 2001; LE 
BON e TOUGH, 2002) 
A indução do sistema inato é fundamental para o estabelecimento 
de respostas imunes adaptativas (AOSHI et al., 2011). As células T são 
ativadas pela interação de seus receptores com peptídeos antigênicos 
complexados com as moléculas MHC (complexo principal de 
histocompatibilidade). A detecção do antígeno por linfócitos T ocorre 
pelo reconhecimento de peptídeos ligados à fenda da molécula de MHC. 
A face distal da membrana do complexo peptídeo-MHC, que é 
apresentada à célula T, é constituída por uma superfície plana formada, 
principalmente, por alfa hélices do MHC ao redor do peptídeo central 
(GOLDRATH e BEVAN, 1999). 
As proteínas do MHC de classe I, expressas na superfície de 
células nucleadas, são codificadas pelos genes HLA-A, HLA-B e HLA-
C, e estão associadas à β2-microglobulina (Figura 2). As moléculas do 
MHC de classe I estão envolvidas na apresentação de antígenos às 
células T citotóxicas. Três isotipos diferentes (HLA-DR, HLA-DQ e 
HLA -DP) codificam as moléculas MHC de classe II, expressas em 
linfócitos B e macrófagos (MEDEIROS et al., 1993; BAUDEAU et al., 
1994; VAN LITH et al., 2010). As proteínas MHC de classe II estão 
ligadas a apresentação de antígenos às células T auxiliares e são 
induzíveis pelo estímulo da resposta inata, como a ativação dos TLRs. A 
imunidade adaptativa humoral é mediada por anticorpos produzidos por 
plasmócitos que se desenvolvem a partir de células B sob o estímulo de 
linfócitos T e de outras células, como as células dendríticas (BONILLA 
e OETTGEN, 2010). 
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Nas respostas humorais os linfócitos B ativados passam a secretar 
anticorpos, proteínas denominadas imunoglobulinas (Igs). Os anticorpos 
circulam na corrente sanguínea e permeiam outros fluidos corporais, 
ligando-se ao antígeno específico que desencadeou sua produção 
(ALBERTS et al., 2002). Nas respostas humorais dependentes de 
linfócitos T, a secreção de anticorpos direcionados a um agente 
infeccioso requer a indução de células T auxiliares através da ativação 
de células T CD4+ específicas para peptídeos do patógeno. As respostas 
de anticorpos para antígenos T-dependentes ocorrem quando interações 
cognatas (populações de células T e B que reconhecem o mesmo 
determinante antigênico) são estabelecidas. O auxílio cognato é 
comumente utilizado no desenvolvimento de vacinas como estratégia 
para potencializar a resposta imune e induzir uma memória duradoura 
(JANEWAY et al., 2001; MORSE et al., 2012; APOSTOLICO, 2013). 
 
 
 
Figura 2: Reconhecimento do antígeno por linfócitos T CD8+ e T 
CD4+. 
Fonte: Adaptado de Zajac e Harrington (2008). 
 
1.2.2 Memória imunológica 
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As respostas imunes humorais secundárias são induzidas 
rapidamente, ativam a secreção de anticorpos de maior afinidade e são  
constituídas predominantemente por anticorpos do tipo IgG. A resposta 
acelerada é o resultado da freqüência de células B antígeno-específicas e 
de células T auxiliares CD4+. Em geral, antígenos T-independentes 
induzem respostas imunológicas de memória de curta duração (AHMED 
e GRAY, 1996). 
A resposta imune primária gera uma população de plasmócitos 
pré-centro germinativo, que são tipicamente de vida curta e secretam 
anticorpos do tipo IgM, podendo produzir também outros isotipos de 
Igs. Estas células são encontradas principalmente na borda entre 
a zona das células T/B da polpa vermelha do baço, ou nos cordões 
medulares dos linfonodos. Durante uma resposta primária, os anticorpos 
de baixa afinidade secretados por plasmócitos de vida curta representam 
a linha de defesa inicial contra o agente imunogênico, enquanto células 
B secretoras de anticorpos de alta avidez (plasmócitos de longa duração) 
são geradas no processo de maturação de afinidade nos centros 
germinativos (Figura 3) (KUEHL e BERGSAGEL, 2002; WOLS, 
2005).
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Figura 3: Geração de plasmócitos de longa duração nos centros 
germinativos. 
Fonte: Adaptado de Kuehl e Bergsagel (2002).  
 
Centros germinativos são estruturas microanatômicas que se 
desenvolvem em órgãos linfóides secundários em resposta ao estímulo 
antigênico, sendo o sítio de mutação somática e mudança de classe de 
imunoglobulinas por recombinação. Suas características histológicas 
sugerem uma alta taxa de divisão celular, elemento essencial para o 
desenvolvimento e seleção de linfócitos B que expressam Igs de alta 
afinidade (KLEIN e DALLA-FAVERA, 2008; VICTORIA et al., 2012). 
A migração de células B ativadas aos microambientes distintos que 
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favorecem sua diferenciação em plasmócitos de longa duração é 
mediada pela expressão de receptores quimiotáticos. Nestes locais, o 
mecanismo de mutação e seleção clonal resulta na geração de linfócitos 
B capazes de secretar anticorpos com alta afinidade de ligação ao 
antígeno. Este processo está associado à quebra das cadeias de DNA e 
troca de nucleotídeos nas regiões variáveis das imunoglobulinas 
(BELTMAN et al., 2011; GATTO e BRINK, 2010). 
Estas reações ocorrem em locais morfologicamente distintos, 
denominados zona escura e zona clara, embora existam visões 
conflitantes na literatura sobre a acepção funcional destas regiões 
(BELTMAN et al., 2011). A zona escura aparece nas proximidades da 
região rica em células T, e é formada principalmente por centroblastos 
que se dividem rapidamente. No pólo oposto do centro germinativo, a 
zona clara é rica em células dendríticas foliculares, centrócitos e 
macrófagos de corpos tingíveis que fagocitam restos celulares 
(MCHEYZER-WILLIAMS e AHMED, 1999). 
As células dendríticas foliculares se desenvolvem a partir de 
células da parede vascular, diferindo funcionalmente de células 
dendríticas convencionais, de origem hematopoiética. A ativação celular 
por células dendríticas ocorre através da apresentação de antígenos via 
molécula MHC, ao passo que as células dendríticas foliculares 
apresentam antígenos não processados na forma de imunocomplexos. 
Além disso, a atividade de quimiocinas, moléculas de adesão e fatores 
tróficos permitem que células dendríticas foliculares modulem as 
respostas das células B e o microambiente local (AGUZZI et al., 2014). 
As células dendríticas foliculares são importantes para a seleção clonal 
de células B de alta afinidade geradas nos centros germinativos, bem 
como para a indução e manutenção da memória imunológica (GATTO e 
BRINK, 2010). Como os títulos de anticorpos específicos diminuem ao 
longo dos anos, acredita-se que as células dendríticas foliculares, 
consideradas “reservatórios de antígenos”, tenham a função de estimular 
linfócitos B de memória através da liberação do antígeno e, assim, 
repovoar as populações de plasmócitos (SLIFKA e AHMED, 1998). 
Nos centros germinativos, a divisão de células B é restrita à zona 
escura, enquanto a interação entre linfócitos T e B ocorre na zona clara 
(KIM et al., 2013). As células T CD4+ são fundamentais para o 
desenvolvimento dos centros germinativos, sendo as células T auxiliares 
foliculares (TFH) uma subpopulação  de linfócitos T CD4+ envolvidos 
na diferenciação dos linfócitos B. A expressão de receptores de 
quimiocinas, como o CXCR5, permite a migração de TFH para os 
folículos ricos em linfócitos B, provendo sinais essenciais para o início 
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das reações nos centros germinativos (YUSUF et al., 2010). A 
modulação das respostas de linfócitos B por TFH na zona clara facilita a 
migração celular para a zona escura, que é acompanhada por uma 
expansão clonal de células B (KIM et al., 2013).  Depois deste processo, 
os linfócitos B deixam os centros germinativos como células de 
memória (KLEIN et al., 2003). 
Os linfócitos B de memória persistem em um número substancial 
por pelo menos oito semanas após o desafio antigênico, podem 
expandir-se rapidamente durante as respostas secundárias e diferenciam-
se em plasmócitos. Ao fim da reação nos centros germinativos, 
originam-se os plasmablastos e plasmócitos de longa duração (DILILLO 
et al., 2008). A re-exposição ao antígeno induz a ativação de células B 
específicas nas regiões ricas em células T e B do baço ou linfonodos. A 
expansão clonal de células B é rápida e massiva em regiões ricas em 
células T, com uma freqüência maior de células secretoras de anticorpos 
em relação à induzida em respostas imunes primárias (MCHEYZER-
WILLIAMS e AHMED, 1999). 
 
1.3 IMUNIDADE PARA O VÍRUS DA HEPATITE B 
 
O HBV não é diretamente citopático, e a patogênese associada à 
infecção pelo vírus envolve uma complexa interação com o sistema 
imunológico do hospedeiro. A hepatite B é iniciada por uma resposta 
imune celular específica para o antígeno, e o clearance viral depende da 
destruição de hepatócitos infectados por células T, além da inativação 
viral intracelular por citocinas inflamatórias (LI et al., 2014a).  
Entre portadores crônicos do HBV, observa-se uma diminuição 
na ativação e indução da proliferação de células T por células 
dendríticas, e uma frequência diminuída de células T CD4+ e T CD8+ 
específicas para o vírus.  Na resolução do processo infeccioso, a 
produção de citocinas antivirais promove a eliminação dos hepatócitos 
infectados sem lesão tecidual extensiva. No entanto, baixos níveis destas 
citocinas estão relacionados à incapacidade de controle do quadro 
infeccioso e consequente evolução para a doença crônica 
(BERTOLETTI et al., 2009; KOSINSKA et al., 2010). Além disso, 
mecanismos de escape do vírus contra a resposta imune dificultam o 
clearance do HBV, levando à imunotolerância (LI et al., 2014a). 
Embora o papel da imunidade adaptativa na resolução da 
infecção pelo HBV esteja estabelecido, a contribuição da resposta imune 
inata permanece controversa. A deficiência de células dendríticas na 
ativação de linfócitos T, no estímulo da proliferação celular e indução da 
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imunidade adaptativa resulta em respostas indetectáveis ou fracas de 
linfócitos Th1 em portadores crônicos do vírus. Acredita-se que um 
mecanismo de supressão antígeno-induzido esteja relacionado ao 
comprometimento da função de células dendríticas e ao 
desenvolvimento da hepatite B crônica (KOSINSKA et al., 2010; LI et 
al., 2014b). 
A imunidade mediada por linfócitos B e produção de anticorpos 
tem papel fundamental no controle da infecção pelo HBV, sendo a 
imunoprofilaxia o principal instrumento na prevenção da disseminação 
do vírus e desenvolvimento de complicações relacionadas à doença 
crônica (BERTOLETTI et al., 2009; KOSINSKA et al., 2010; 
OSTHOFF et al., 2014). Embora a soroproteção tenha sido 
primariamente definida como o desenvolvimento de títulos de anti-HBs 
≥10 UI/L, depois da conclusão do esquema de vacinação as 
concentrações do anticorpo podem diminuir, atingindo níveis inferiores 
ou indetectáveis (HAMMITT et al., 2007). 
No entanto, sugere-se que o declínio do anticorpo não implicaria 
na perda da proteção e que, em indivíduos vacinados saudáveis, a 
memória imunológica para o HBsAg poderia persistir mesmo na 
ausência de níveis detectáveis de anti-HBs. A persistência de células de 
memória geradas em resposta à série primária de imunização permitiria 
uma resposta anamnéstica à re-exposição ao vírus, resultando na rápida 
produção de anticorpos para o HBV (ZANETTI et al., 2005; 
HAMMITT et al., 2007; LEURIDAN e VAN DAMME, 2011). 
Contudo, a persistência da memória imunológica, susceptibilidade à 
infecção pelo vírus e necessidade de doses de reforço da vacina 
permanecem em discussão (LEURIDAN e VAN DAMME, 2011).  
 
1.4 HIPÓTESE DE TRABALHO 
 
A hipótese que orienta esta tese é de que entre indivíduos 
vacinados com títulos séricos do anticorpo anti-HBs inferiores a 10 UI/L 
ou indetectáveis, a proteção contra a infecção pelo HBV está 
relacionada à presença de células de memória geradas na série primária 
de imunização, as quais seriam capazes de produzir uma resposta 
anamnéstica à re-exposição ao antígeno. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a memória imunológica para o vírus da hepatite B em 
indivíduos vacinados através da análise da resposta humoral 
anamnéstica in vitro e in vivo ao desafio com o antígeno de superfície do 
vírus. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Avaliar as propriedades antigênicas in vitro da proteína 
vacinal HBsAg recombinante; 
 
b) Estudar a influência de variáveis como densidade celular, 
concentração do antígeno e tempo de incubação na proliferação 
linfocitária; 
 
c) Comparar as respostas humorais anamnésticas ao estímulo 
antigênico in vitro entre indivíduos vacinados que apresentam 
títulos de anti-HBs <10 UI/L e ≥10 UI/L; 
 
d) Analisar a resposta humoral anamnéstica ao desafio secundário in 
vivo em indivíduos vacinados que apresentam títulos de anti-HBs 
<10 UI/L; 
 
e) Fornecer dados que possam contribuir para as decisões relativas à 
necessidade de doses de reforço da vacina contra a hepatite B. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 ANÁLISE IN VITRO E IN VIVO DA RESPOSTA HUMORAL AO 
ESTÍMULO ANTIGÊNICO SECUNDÁRIO EM INDIVÍDUOS 
VACINADOS 
 
3.1.1 População de estudo 
 
A amostra foi constituída de participantes da pesquisa 
“Prevalência dos marcadores das hepatites B e C em adolescentes de 
Blumenau”, que apresentaram títulos do anticorpo anti-HBs inferiores a 
10 UI/L após a vacinação. Neste estudo, conduzido entre crianças e 
adolescentes atendidos em Unidades de Saúde do município de 
Blumenau, Santa Catarina, amostras sorológicas foram coletadas de 393 
voluntários com idade entre 10 e 15 anos, no período de outubro de 
2007 a setembro de 2008, e testados marcadores de imunidade e 
infecção pelo vírus da hepatite B. A soropositividade do HBsAg foi de 
0,76% e do anti-HBc total foi de 1,02%. Títulos de anti-HBs abaixo de 
10 UI/L foram verificados em 50,38% dos participantes, sendo que os 
voluntários que não apresentaram níveis detectáveis do anticorpo 
representaram 10,43% da população estudada (LIVRAMENTO, 2009).  
Para a avaliação in vitro e in vivo da memória imunológica para o 
vírus da hepatite B foram recrutados participantes do estudo que 
apresentaram títulos de anti-HBs inferiores a 10 UI/L ou indetectáveis, 
com e sem revacinação contra o HBV. Além disso, para análise e 
comparações foram selecionados voluntários vacinados com níveis 
séricos de anti-HBs iguais ou superiores a 10 UI/L. Foram incluídas 
amostras de enfermeiros, médicos e agentes das Unidades de Saúde 
participantes da pesquisa (Tabela 1). 
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Tabela 1: Unidades de Saúde participantes da pesquisa e distribuição 
dos voluntários. 
 
Unidade de Saúde Número de 
participantes 
Bairro Região 
ESF Afonso Balsini 10 Velha Pequena Oeste 
ESF Edemar Winckler 4 Asilo Centro 
ESF Hasso Muller 7 Tribess Leste 
ESF Jackson Roberto 
Carl 
14 Itoupava Central Norte 
ESF Orlando 
Margarida 
9 Itoupava Norte Norte 
ESF Walter Reiter 10 Velha Oeste 
ESF Willian 
Schurmann 
4 Itoupava Central Norte 
 Abreviação: ESF = Estratégia Saúde da Família 
 
3.2 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
 
As amostras biológicas foram coletadas após a assinatura do 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por todos os participantes, 
pais ou representantes legais. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade 
Federal de Santa Catarina, Protocolo número 1000/2010 (Anexo 1). 
 
3.3 FLUXOGRAMA 
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3.3.1 Voluntários sem revacinação contra o HBV 
 
 
  
Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido 
Coleta de uma amostra 
sangüínea 
Revacinação  
Cultura celular (estímulo 
antigênico in vitro) 
Determinação de 
 anti-HBs 
Avidez do 
anticorpo 
Proliferação celular 
(MTT) 
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3.3.2 Voluntários com revacinação contra o HBV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4 REVACINAÇÃO  
 
A dose de reforço da vacina contra o vírus da hepatite B foi 
aplicada com a cooperação do Setor de Imunização da Secretaria 
Municipal de Saúde de Blumenau. A vacina foi administrada por via 
intramuscular na região deltóide, conforme recomendação do Ministério 
da Saúde (2006), por profissionais responsáveis pela imunização nas 
Unidades de Saúde participantes da pesquisa. 
Recrutamento dos  
voluntários  
 
 
Recrutamento dos  
voluntários  
Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido 
Coleta de uma amostra 
sangüínea 
Determinação dos níveis 
séricos de anti-HBs 
43 
 
 3.5 COLETA DO MATERIAL BIOLÓGICO  
 
Com a autorização da Secretaria Municipal de Saúde de 
Blumenau foi solicitada, junto à coordenação de cada Unidade de Saúde, 
a permissão para a realização da pesquisa. Aos participantes, pais ou 
representantes legais foram entregues a Carta de Esclarecimento e o 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e acordado o dia para a 
realização da coleta do material biológico. As amostras sangüíneas 
foram coletadas por venopunção nas Instituições de Saúde elegidas 
paraa pesquisa. Para avaliação in vitro da resposta anamnéstica ao 
desafio antigênico secundário foram coletadas amostras de participantes 
sem revacinação contra o vírus da hepatite B. Para a análise in vivo da 
memória imunológica ao HBV foram selecionados voluntários 
revacinados. 
 
3.6 TÍTULOS SÉRICOS DO ANTICORPO ANTI-HBS 
 
Para a determinação dos níveis séricos de anti-HBs foram 
coletados 3 mL de sangue em tubos à vácuo contendo gel separador BD 
Vacutainer® (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, Nova 
Jersey, Estados Unidos). As amostras foram identificadas no momento 
da coleta, e após a separação do soro foram armazenadas em freezer a - 
20 °C.  
A análise do marcador foi realizada através de ensaio 
imunoenzimático (Biokit, Barcelona, Espanha). Foram distribuídos 50 
µL de soro nos poços de reação e adicionados 50 µL de conjugado 
enzimático em todas as cavidades. As placas foram cobertas com o 
selador e homogeneizadas gentilmente durante 30 segundos. Após 
incubação por 60 minutos a 37ºC, as placas foram lavadas quatro vezes 
com solução de lavagem, e incubadas durante 30 minutos à temperatura 
ambiente e ao abrigo da luz com 100 µL de solução 
cromogênica (TMB- tetrametilbenzidina) e peróxido de hidrogênio. A 
reação foi bloqueada pela adição de 50 µL/poço de solução de parada. A 
densidade óptica a 450/630nm foi determinada por leitor de microplacas 
(Anthos 2020, Anthos Labtec Instruments, Wals, Áustria). 
Os voluntários foram classificados como soronegativos (títulos 
indetectáveis de anti-HBs no soro) de acordo com o limite mínimo de 
detecção do kit (1,02 UI/L). 
 
3.7 CULTURA CELULAR 
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Foram coletados 10 mL de sangue venoso dos voluntários em 
tubos estéreis heparinizados BD Vacutainer® (Becton Dickinson and 
Company, Franklin Lakes, Nova Jersey, Estados Unidos), e 
centrifugados a 200 g durante 5 minutos à temperatura ambiente. Os 
ensaios de cultura celular foram então realizados em câmara de fluxo 
laminar.  
As células mononucleares do sangue periférico foram isoladas 
por separação em gradiente de densidade com o reagente Ficoll-
Hypaque (Sigma–Aldrich, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos) 
(BOYUM, 1968). Após a centrifugação, a interface sobrenadante-
sedimento (contendo as células mononucleares) foi aspirada e diluída a 
1:2 com tampão salina fosfato estéril (PBS,  NaCl 137 mM, KCl 2 mM 
e tampão fosfato 10 mM, pH 7,2-7,4). Esta suspensão foi colocada 
lentamente sobre a solução Ficoll-Hypaque, formando duas fases 
distintas. Procedeu-se nova centrifugação (800 g, durante 15 minutos à 
temperatura ambiente) e a camada de células mononucleares formada 
sobre o Ficoll-Hypaque foi aspirada. As células foram lavadas com 
salina 0,9% estéril e centrifugadas a 200 g por 5 minutos, para a retirada 
do Ficoll-Hypaque. Uma nova lavagem com salina 0,9% estéril seguida 
de centrifugação a 80 g por 5 minutos foi realizada para a remoção das 
plaquetas.  
O sedimento celular foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura 
DMEM [Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco, Grand Island, 
Nova York, Estados Unidos)], suplementado com 10% de soro bovino 
fetal, L-glutamina 200 mM, HEPES 10 mM, 110 mg/mL de piruvato de 
sódio, 50 U/mL de penicilina e 50µg/mL de estreptomicina. Em seguida, 
foi realizada a contagem das células em câmara de Neubauer, sendo 
avaliada a viabilidade celular pelo teste de exclusão com azul de Tripan 
(Gibco, Grand Island, Nova York, Estados Unidos). Somente foram 
utilizadas suspensões celulares com índice de viabilidade igual ou 
superior a 90%. 
Após o ajuste da concentração celular, as suspensões foram 
preparadas em microplacas de 96 poços, de fundo chato, estéreis e com 
tampa (TPP®, Suíça). As placas foram mantidas a 37
o
C em estufa com 
atmosfera controlada contendo 5% de CO2 em ar (REVCO® Elite™ II, 
Thermo Scientific, Estados Unidos).  
 
3.7.1 Antígeno vacinal recombinante 
 
As células mononucleares foram estimuladas in vitro com a 
vacina recombinante contra a hepatite B VrHB-IB. Esta vacina 
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monovalente é produzida pelo Instituto Butantan (São Paulo, Brasil), e é 
disponibilizada em unidades públicas de saúde do país. A vacina VrHB-
IB contem partículas purificadas de HBsAg produzida pela tecnologia 
do DNA recombinante em células de levedura (Hansenula polymorpha), 
e é formulada com 25 μg/mL de antígeno HBsAg e hidróxido de 
alumínio como adjuvante (LUNA et al., 2009; MORAES et al., 2010). 
 
3.7.2 Ensaio de redução do azul de tetrazólio (MTT) 
 
A proliferação celular foi determinada pelo ensaio de redução do 
azul de tetrazólio [MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio] 
(Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, Estados Unidos), conforme proposto 
por Mosmann (1983). 
O teste de redução do MTT é um ensaio colorimétrico 
quantitativo determinado por espectrofotometria, sendo a absorbância 
diretamente proporcional ao número de células vivas. Quando incubado 
com células viáveis, o MTT, um substrato de cor amarelo-pálida, é 
convertido em um composto formazan que apresenta coloração azul-
escura. Nesta reação, o MTT sofre redução pela desidrogenase 
mitocondrial, sendo a quantidade formada do composto formazan 
proporcional a atividade enzimática e a viabilidade celular 
(MOSMANN, 1983). 
Foram adicionados quatro horas antes do término do experimento 
10 µL de MTT a 5 mg/mL em NaCl 0,9% em cada poço. Ao final do 
período de incubação adicionou-se 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) 
a uma concentração de 1% para a dissolução dos cristais de formazan. A 
densidade óptica foi determinada em espectrofotômetro de microplacas 
a 570 nm (Anthos 2020, Anthos Labtec Instruments, Wals, Áustria) 
(DENIZOT e LANG, 1986).  
 
3.7.2.1 Análise dos resultados 
 
O índice de proliferação, expresso em porcentagem, foi 
determinado a partir dos valores de absorbância do controle basal 
(células mononucleares incubadas em meio de cultura sem estímulo 
antigênico) e valores de absorbância do teste (MANOSROI et al., 2003; 
RISCO et al., 2003): 
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Um índice positivo de proliferação reflete o efeito 
linfoproliferativo do composto adicionado ao teste enquanto o resultado 
negativo corresponde ao efeito citotóxico do composto (MANOSROI et 
al., 2003; RISCO et al., 2003). 
 
 
3.8 PADRONIZAÇÃO DO ENSAIO IN VITRO DE PROLIFERAÇÃO 
DE LINFÓCITOS FRENTE À ESTIMULAÇÃO COM O ANTÍGENO 
VACINAL HBSAG RECOMBINANTE EM AMOSTRAS DE 
INDIVÍDUOS VACINADOS 
 
Para a titulação da fitohemaglutinina (PHA), lectina presente em 
Phaseolus vulgaris com atividade mitogênica para linfócitos in vitro 
(NOWELL, 1960), células mononucleares foram preparadas em 
suspensões na concentração de 4×10
5 
células/mL (conforme descrito na 
seção 3.7), e estimuladas com diferentes doses (1% - 10% v/v) de PHA 
(Gibco, Grand Island, Nova York, Estados Unidos) durante 3 dias. 
As respostas proliferativas para o estímulo com diferentes doses 
do antígeno vacinal HBsAg recombinante foram analisadas em amostras 
de voluntários saudáveis que receberam o esquema padrão constituído 
de 3 doses da vacina contra a hepatite B. Dez indivíduos vacinados 
soropositivos para o anticorpo anti-HBs (6 mulheres e 4 homens com 
idades entre 14 - 65 anos) e cinco voluntários vacinados soronegativos 
(3 mulheres e 2 homens com idades entre 14 - 47 anos) foram 
selecionados para a pesquisa (Tabela 2). 
 
% proliferação =       DO teste - DO controle basal   x 100 
                       DO controle basal 
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Tabela 2: Distribuição dos voluntários conforme sexo, idade e títulos 
séricos de anti-HBs. 
 
Voluntário Sexo Idade (anos) Anti-HBs sérico 
(UI/L) 
 
Soropositivo 
 
1 M 15 2,2 
2 F 61 6,8 
3 F 22 8,8 
4 F 65 9,0 
5 M 14 10,0 
6 F 19 15,2 
7 F 27 38,2 
8 F 29 51,2 
9 M 57 217,1 
10 M 22 551,8 
 
Soronegativo 
 
1 M 14 Indetectável 
2 M 15 Indetectável 
3 F 16 Indetectável 
4 F 18 Indetectável 
5 F 47 Indetectável 
               Abreviação: F = feminino, M = masculino. 
 
Foram preparadas, a partir de cada amostra, suspensões de células 
mononucleares nas densidades de 4×10
5 
células/mL e 4×10
6
 células/mL 
em placas de cultura celular de 96 poços (conforme descrito na seção 
3.7). Com base na metodologia proposta por Wang et al. (2004), as 
suspensões foram estimuladas com diferentes concentrações do HBsAg 
recombinante (50 ng/mL, 100 ng/mL, 300 ng/mL, 1,0 μg/mL e 1,5 
μg/mL), durante 3 dias, 7 dias e 14 dias. Como controle positivo de 
proliferação de cada amostra, suspensões celulares foram estimuladas  
com fitohemaglutinina a 1% (v/v). Para cada amostra, culturas de 
controle basal foram feitas por incubação das células em meio de cultura 
sem estimulação antigênica. A proliferação celular foi avaliada pelo 
ensaio de redução do MTT (conforme descrito na seção 3.7.2) e os 
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resultados de proliferação de linfócitos foram apresentados como índices 
de proliferação. 
 
3.9 ANÁLISE IN VITRO DA RESPOSTA HUMORAL AO 
ESTÍMULO ANTIGÊNICO SECUNDÁRIO EM AMOSTRAS 
INDIVÍDUOS VACINADOS 
 
3.9.1 Estímulo antigênico in vitro 
 
Células mononucleares foram preparadas em placas de cultura de 
96 poços (conforme descrito na seção 3.7), na densidade de 4×10
6
 
células/mL, e estimuladas com 50 ng/mL da proteína vacinal HBsAg 
recombinante durante 3 dias. Como controle positivo de proliferação de 
cada amostra, suspensões celulares foram estimuladas  com 
fitohemaglutinina a 10% (v/v). Para cada amostra, culturas de controle 
basal foram feitas por incubação das células em meio de cultura sem 
estimulação antigênica. A proliferação celular foi avaliada pelo ensaio 
de redução do MTT (conforme descrito na seção 3.7.2) e os resultados 
de proliferação de linfócitos foram apresentados como índices de 
proliferação. Amostras do sobrenadante foram também separadas para a 
quantificação do anticorpo anti-HBs através de ensaio imunoenzimático 
(Biokit, Barcelona, Espanha) e determinação do índice de avidez. 
 
3.9.2 Índice de avidez do anticorpo anti-HBs secretado no 
sobrenadante da cultura celular 
 
O índice de avidez do anticorpo anti-HBs secretado em sistema 
de cultura após 3 dias de estimulação foi avaliado utilizando o kit 
ELISA [Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Biokit, Barcelona, 
Espanha)] modificado, ao qual um passo de incubação com uréia foi 
introduzido. 
As placas foram incubadas com 100 µL de amostras dos 
sobrenadantes das culturas celulares durante 1 hora a 37 °C e, em 
seguida, lavadas quatro vezes com solução de lavagem. A fileira A foi 
incubada com 100 µL/poço de solução caotrópica [agente de dissociação 
de uréia 8M em solução salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 
0,05% Tween 20, pH 7,2], e a fileira B foi incubada com 100 µL/poço 
de PBS-Tween 20 sem uréia. Após 30 minutos de incubação a 37 °C, as 
placas foram lavadas com solução de lavagem. Cem microlitros de 
conjugado enzimático foram adicionados a cada poço. Depois de 30 
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minutos a 37 °C, as placas foram lavadas e incubadas durante 30 
minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com 100 µL de 
solução cromogênica (TMB- tetrametilbenzidina) e peróxido de 
hidrogênio. A reação foi bloqueada pela adição de 50 µL/poço de 
solução de parada. A densidade óptica a 450/630nm foi determinada por 
leitor de microplacas (Anthos 2020, Anthos Labtec Instruments, Wals, 
Áustria). 
 
3.9.2.1 Análise dos resultados 
 
Expresso em porcentagem, o índice de avidez (IA), medida que 
reflete a força de interação multivalente entre antígeno-anticorpo 
(HARRIS et al., 2007), foi determinado pela razão entre os valores da 
densidade óptica das amostras tratadas com uréia e a densidade óptica 
das amostras não tratadas: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nos experimentos, índices inferiores a 30% foram considerados 
de baixa avidez, e iguais ou superiores a 30% de alta avidez (YAMADA 
et al., 2011; NAMUJJU et al., 2011). 
 
3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 
 
Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade 
de Kolmogorov-Smirnov. Aplicou-se o teste t de Student ou análise de 
variância (ANOVA) e Bonferroni para comparação de dados com 
distribuição normal. A correlação entre os parâmetros foi analisada 
através da regressão linear de Pearson.  Para dados que não 
apresentaram normalidade de distribuição, foram aplicados os testes de 
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. O valor de p<0,05 foi adotado para a 
significância estatística. Foi utilizado o pacote estatístico SPSS 
(Statistical Package for the Social Sciences) versão 17.0 para o 
tratamento dos resultados. 
 
IA =      DO das amostras tratadas com uréia  x 100 
     DO das amostras não tratadas 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 PADRONIZAÇÃO DO ENSAIO IN VITRO DE PROLIFERAÇÃO 
DE LINFÓCITOS FRENTE À ESTIMULAÇÃO COM O ANTÍGENO 
VACINAL HBSAG RECOMBINANTE EM AMOSTRAS DE 
INDIVÍDUOS VACINADOS 
 
Os resultados dos ensaios de titulação da PHA estão 
representados na Tabela 3 e Figura 4. 
 
Tabela 3: Titulação da fitohemaglutinina. 
 
Amostra Índice de proliferação (%) 
 PHA 1% PHA 2% PHA 5% PHA 10% 
Voluntário 1 17,0 25,2 32,8 100,3 
Voluntário 2 22,3 35,4 51,4 78,1 
Voluntário 3 11,0 18,2 25,7 65,9 
Voluntário 4 22,5 29,1 30,2 76,4 
Voluntário 5 28,2 40,4 59,1 93,3 
Voluntário 6 11,3 27,6 30,4 82,0 
Voluntário 7 5,8 8,4 21,8 58,2 
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Figura 4: Análise comparativa entre as respostas proliferativas de 
linfócitos ao estímulo com diferentes concentrações de PHA (1% - 10% 
v/v). Suspensões estimuladas na densidade de 4×10
5
 células/mL durante 
3 dias. 
 
Nos testes de padronização do ensaio de proliferação de linfócitos 
frente à estimulação com o antígeno vacinal recombinante, a PHA foi 
utilizada na concentração de 1% (v/v). 
As respostas linfoproliferativas ao estímulo com diferentes 
concentrações do HBsAg recombinante entre participantes com títulos 
detectáveis de anti-HBs no soro foram determinadas a parir dos valores 
de absorbância do teste e do controle basal, e estão representadas 
graficamente na Figura 5 e Figura 6.  
As respostas linfoproliferativas médias para o HBsAg 
recombinante observadas em ambas as densidades celulares  foram 
significativamente mais elevadas em 3 dias de cultura (p<0,001), com 
menor variabilidade entre as amostras. Um efeito anti-proliferativo em 
relação ao controle basal foi verificado em 14 dias de estímulo com a 
proteína recombinante. Em 3 dias de cultura, não houve diferença 
significativa (p>0,05) entre as respostas ao desafio com as diferentes 
concentrações do HBsAg recombinante (50 ng/mL a 1,5 µg/mL). No 
entanto, em 7 dias e 14 dias o índice de proliferação ao estímulo com 50 
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ng/mL do antígeno recombinante foi significativamente mais elevado 
(Tabela 4). 
Em 3 dias de estimulação, suspensões cultivadas a uma 
concentração de 4×10
6 
células/mL apresentaram maiores médias de 
respostas proliferativas para o HBsAg recombinante em relação às 
semeaduras na densidade de 4×10
5 
células/mL (p<0,001). No entanto, 
não houve diferença significativa (p>0,05) entre as respostas 
linfoproliferativas para a PHA (Tabela 4). 
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Figura 5: Respostas linfoproliferativas ao estímulo com diferentes 
concentrações do antígeno HBsAg recombinante em relação ao controle 
basal. Suspensões estimuladas na densidade de 4×10
5
 células/mL com 
diferentes concentrações de HBsAg durante 3 dias (A), 7 dias (B) e 14 
dias (C). 
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Figura 6: Respostas linfoproliferativas ao estímulo com diferentes 
concentrações do antígeno HBsAg recombinante em relação ao controle 
basal. Suspensões estimuladas na densidade de 4×10
6
 células/mL com 
diferentes concentrações de HBsAg durante 3 dias (A), 7 dias (B) e 14 
dias (C). 
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Tabela 4: Resposta linfoproliferativa ao estímulo com o HBsAg recombinante e PHA no grupo de indivíduos vacinados 
com níveis detectáveis do anticorpo anti-HBs no soro. 
 
HBsAg % Proliferação de linfócitos (Média – Intervalo de Confiança) 
 
 4×10
5
 céulas/mL 4×10
6
 células/mL 
 3 
dias 
IC 
95% 
7  
dias 
IC 
95% 
14  
dias 
IC 
95% 
3  
dias 
IC 
95% 
7  
dias 
IC 
95% 
14  
dias 
IC  
95% 
50 
ng/mL 
74,7  
 
69,3–
80,1 
41,5
a
*  
 
28,5–
54,6 
41,0
a
**
 
  
 
21,2–
60,9 
87,6
b
  
 
77,0–
98,1 
51,3
a
** 44,0–
58,6 
47,4
a
**  
 
34,7–
60,0 
100 
ng/mL 
71,6  
 
65,2–
78,0 
32,4  
 
18,9–
45,8 
9,7  
 
-3,1–
22,5 
85,5  
 
73,1–
97,9 
40,2  
 
32,3–
48,2 
10,9  
 
1,9–19,9 
300 
ng/mL 
69,6  
 
61,9–
77,4 
29,8  
 
18,9–
40,7 
-0,3  
 
-11,6–
11,0 
86,8  
 
74,8–
98,9 
40,7  29,9–
51,5 
2,0  
 
-8,0–
12,0 
1,0 
μg/mL 
71,1  
 
64,7–
77,6 
33,4  
 
19,7–
47,1 
1,7  
 
-10,1–
13,6 
85,5  
 
74,5–
96,5 
34,7  
 
27,3–
42,0 
-4,8  
  
-17,9–
8,4 
1,5 
μg/mL 
69,6  
 
65,3–
74,0 
38,3  
 
26,4–
50,2 
9,5  
 
-3,9–
23,0 
82,8  
 
70,1–
95,6 
35,1  
 
26,3–
44,0 
5,9  -6,4–
18,2 
PHA 1% 8,4  
 
5,6–
11,2 
2,7  
 
-1,4–
6,8 
-32,2  -43,0– 
-21,4 
16,4  
 
1,9–
30,8 
10,1  0,01–
20,2 
-38,7  -43,1–  
-34,2 
a
 Comparação entre a resposta linfoproliferativa para o estímulo com diferentes concentrações do HBsAg recombinante: 
*p<0,01 **p<0,001 
b 
Comparação da resposta linfoproliferativa média para o estímulo com diferentes concentrações do HBsAg 
recombinante entre ambas as densidades celulares em 3 dias de estimulação: p<0,001 
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Não houve diferença estatística (p>0,05) entre as respostas 
linfoproliferativas detectadas em culturas de células de indivíduos com 
níveis séricos de anti-HBs detectáveis inferiores a 10 UI/L e de 
voluntários com níveis do anticorpo ≥10 UI/L. Além disso, a análise de 
regressão linear mostrou que não houve uma correlação significativa 
entre a idade dos participantes e as respostas dos ensaios in vitro de 
proliferação de linfócitos (Figura 7). 
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Figura 7: Médias das respostas linfoproliferativas ao estímulo com diferentes concentrações do HBsAg recombinante 
entre o grupo de indivíduos com níveis detectáveis do anticorpo anti-HBs no soro de acordo a idade. Suspensões na 
concentração de 4×10
5
 células/mL estimuladas durante 3 dias (A), 7 dias (B) e 14 dias (C). Suspensões na concentração 
de 4×10
6
 células/mL estimuladas durante 3 dias (D), 7 dias (E) e 14 dias (F). 
59 
 
Dentro das condições ideais de ensaio pré-estabelecidas, foi 
realizada a análise da resposta linfoproliferativa à exposição ao HBsAg 
recombinante em culturas de células de indivíduos vacinados 
soronegativos para o anticorpo anti-HBs. As suspensões foram 
estimuladas a uma concentração de 4×10
6
 células/mL com 50 ng/mL e 
1,0 μg/mL de HBsAg recombinante durante 3 dias. Todos os indivíduos 
com títulos indetectáveis do anticorpo apresentaram resposta 
proliferativa ao desafio com o antígeno recombinante. A análise 
comparativa mostrou que não houve diferença estatística (p>0,05) entre 
os grupos soronegativo e soropositivo no que concerne aos índices de 
proliferação linfocitária a partir do estimulo com o HBsAg 
recombinante. Além disso, as respostas linfoproliferativas para a PHA 
foram semelhantes em culturas de células de indivíduos soronegativos e 
soropositivos (Figura 8). 
 
 
Figura 8: Comparação entre as respostas linfoproliferativas dos grupos 
soronegativo e soropositivo para o anticorpo anti-HBs. Suspensões na 
concentração de 4×10
6
 células/mL estimuladas com 50 ng/mL e 1,0 
μg/mL de HBsAg recombinante e PHA a 1% durante 3 dias. 
 
Na análise in vitro da resposta humoral ao estímulo com a 
proteína vacinal, as suspensões foram preparadas na densidade de 4×10
6
 
células/mL e estimuladas com 50 ng/mL de HBsAg recombinante 
durante 3 dias, conforme as condições ideais determinadas nos ensaios 
de padronização. Além disso, optou-se pelo aumento da concentração da 
PHA para 10% (v/v). 
60 
 
4.2 ANÁLISE IN VITRO DA RESPOSTA HUMORAL AO 
ESTÍMULO ANTIGÊNICO SECUNDÁRIO EM AMOSTRAS DE 
INDIVÍDUOS VACINADOS 
 
A avaliação da resposta anamnéstica in vitro ao desafio 
antigênico foi realizada entre voluntários que receberam o esquema 
padrão constituído de 3 doses da vacina contra a hepatite B 13-18 anos 
antes dos testes, conforme verificado no documento de vacinação. 
Foram incluídas nas análises amostras de trinta voluntários saudáveis 
(24 mulheres e 6 homens), com idade entre 13 e 60 anos. Os indivíduos 
foram classificados de acordo com o estado vacinal contra o HBV: 
grupo I, níveis indetectáveis de anti-HBs no soro (n = 10), grupo II, 
níveis séricos de anti-HBs detectáveis, porém inferiores a 10 UI/L (n = 
15) e grupo III, anti-HBs sérico  ≥10 IU/L (n = 5). 
A respostas linfoproliferativas médias para o estímulo com 50 
ng/mL de HBsAg recombinante e PHA a 10% entre os três grupos estão 
representadas na Figura 9. 
 
 
Figura 9: Respostas linfoproliferativas médias para o estímulo com o 
HBsAg recombinante e PHA. Suspensões na concentração de 4×10
6
 
células/mL estimuladas com 50 ng/mL de HBsAg e PHA a 10% durante 
3 dias. Dados representados como média e desvio padrão. 
 
Níveis detectáveis de anti-HBs foram observados no 
sobrenadante de culturas de células de 27 voluntários (Figura 10A). Os 
títulos de anticorpos detectados em culturas de células de participantes 
do grupo I foram significativamente mais baixos (p<0,05) do que os 
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verificados entre indivíduos do grupo II. No entanto, não houve 
diferença estatística (p>0,05) na comparação das concentrações de anti-
HBs detectadas em culturas celulares de indivíduos dos grupos I e III, 
ou na comparação entre indivíduos dos grupos II e III (Figura 10B). 
Além disso, a análise de regressão linear mostrou que os níveis de anti-
HBs secretados em meio de cultura não se correlacionaram 
significativamente com os títulos séricos do anticorpo (r = -0,041 
p=0,829).  
  
62 
 
 
Figura 10: Resposta de anticorpos de indivíduos vacinados ao desafio in 
vitro com o antígeno HBsAg recombinante, detectado pela metodologia 
de ELISA no sobrenadante da cultura celular. Títulos de anti-HBs 
secretados in vitro representados graficamente de acordo com os títulos 
de anti-HBs no soro (A). Comparação dos títulos de anti-HBs secretados 
in vitro entre os três grupos de indivíduos vacinados (B). 
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Os índices de avidez de anticorpos secretados em meio de cultura 
foram variáveis (Figura 11A). No entanto, a análise de variância revelou 
que a diferença entre os valores dos índices de avidez verificados 
nas amostras dos três grupos de voluntários não foi significativa 
(p>0.05) (Figura 11B). A proporção de indivíduos dos grupos I, II e III 
que apresentaram respostas de anticorpos de alta avidez ao desafio 
antigênico in vitro foi de 60,0%, 40,0% e 66,7%, respectivamente. 
Índices de avidez semelhantes foram observados em culturas de células 
de indivíduos do grupo II e do grupo III (médias de 33,2% ± 22,7 e 
33,7% ± 18,9 p=0,964, respectivamente) (Tabela 5). Não houve 
correlação significativa entre os índices de avidez de anticorpos 
secretados em sistema de cultura e os títulos séricos de anti-HBs (r = -
0,177 p=0,377). 
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Figura 11: Resposta de anticorpos de indivíduos vacinados ao desafio in 
vitro com o antígeno HBsAg recombinante, detectado pela metodologia 
de ELISA no sobrenadante da cultura celular. Resultados dos testes de 
avidez dos anticorpos secretados in vitro representados graficamente de 
acordo com os níveis de anti-HBs no soro (A). Comparação dos 
resultados dos testes de avidez dos anticorpos secretados in vitro entre 
os três grupos de indivíduos vacinados (B). 
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Tabela 5: Resposta humoral ao desafio antigênico in vitro entre os três grupos de indivíduos vacinados. 
 
Anti-HBs 
sérico 
(grupo) 
Tempo decorrido 
entre a vacinação 
primária e a 
realização dos testes 
(anos) 
Secreção de 
anti-HBs in 
vitro 
Títulos de anti-HBs 
secretados in vitro 
(UI/L) 
Índice de avidez 
do anticorpo 
secretado in 
vitro (%) 
Índice de avidez 
≥30% 
 Média  IC 95% n (%) Média IC 95% Média  IC 95% n (%) 
Indetectável 15,7  14,4 – 17,0 8/10 (80,0) 10,6 5,8 – 15,4 55,0 36,3 – 73,7 6/10 (60,0) 
<10 UI/L 15,9 14,7 – 17,0 14/15 (93,3) 23,8 15,9 – 31,8 33,2 20,1 – 46,3 6/15 (40,0) 
≥10 UI/L 16,8 14,6 – 19,0  5/5 (100) 17,6 10,8 – 24,5 33,7 10,2 – 57,2 3/5 (66,7) 
Abreviação: IC = intervalo de confiança
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4.3 ANÁLISE IN VIVO DA RESPOSTA HUMORAL AO ESTÍMULO 
ANTIGÊNICO SECUNDÁRIO EM INDIVÍDUOS VACINADOS 
 
A resposta anamnéstica ao desafio antigênico in vivo foi 
analisada em 32 voluntários (22 mulheres e 10 homens) com idade entre 
13 e 47 anos, que apresentaram níveis séricos do anticorpo anti-HBs 
inferiores a 10 UI/L após a vacinação primária. 
Os indivíduos foram classificados de acordo com o tempo 
transcorrido entre o reforço da vacina contra a hepatite B e análise 
sorológica dos níveis de anti-HBs: grupo I, 4 meses (n = 9), grupo II, 1 
ano (n = 8) e grupo III, 2 anos (n = 15). O grupo III foi subdividido de 
acordo com o número de doses de reforço: 1 dose (n = 10) e 3 doses (n = 
5). Todos os participantes dos grupos I e II receberam 1 dose de reforço 
da vacina. 
 A Figura 12 representa a resposta humoral em função do tempo 
decorrido entre o reforço e análise sorológica de acordo com o número 
de doses adicionais à vacinação primária. 
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Figura 12: Títulos pós-reforço do anticorpo anti-HBs em relação ao 
tempo transcorrido entre o estímulo antigênico secundário e análise 
sorológica representados graficamente de acordo com o número de 
doses de reforço da vacina. 
 
Não houve diferença estatística entre os títulos de anticorpos pós-
reforço apresentados pelos grupos de voluntários que receberam 1 dose 
de reforço vacinal (p>0,05). Além disso, os títulos de anti-HBs 
verificados 4 meses após a administração de 1 dose da vacina não 
diferiram significativamente (p>0,05) daqueles apresentados 2 anos 
após a série de reforço constituída de 3 doses. Por outro lado, os níveis 
séricos de anticorpos verificados entre indivíduos que receberam 3 doses 
de reforço e tiverem amostras coletadas 2 anos após o estímulo 
secundário foram significativamente mais elevados (p<0,01) do que 
aqueles verificados 1 e 2 anos após a administração de 1 dose da vacina 
(Figura 12). 
A proporção de indivíduos que apresentaram níveis séricos de 
anti-HBs iguais ou superiores a 10 UI/L após a administração de 1 dose 
de reforço da vacina foi de 63,0%. Quando analisados de acordo com 
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tempo transcorrido entre o estímulo antigênico secundário e análise 
sorológica, o índice de participantes que apresentaram títulos do 
anticorpo ≥10 UI/L em 4 meses, 1 ano e 2 anos decorridos da 
administração de 1 dose de reforço foi de 66,7%, 50,0% e 70,0%, 
respectivamente. 
Após 4 meses decorridos da dose unitária de revacinação, títulos 
de anticorpos superiores a 100 UI/L foram verificados em 22,2% dos 
indivíduos (Figura 13A). No entanto, não foram verificadas 
concentrações de anti-HBs superiores a 100 UI/L no período de 1 e 2 
anos após o estímulo secundário com 1 dose da vacina (Figura 13B e 
Figura 14A). 
Todos os indivíduos que receberam 3 doses de reforço 
apresentaram títulos séricos de anti-HBs ≥10 UI/L 2 anos após a 
revacinação, sendo que em 80,0% dos casos foram verificados níveis do 
anticorpo acima de 100 UI/L (Figura 14B). As respostas humorais ao 
desafio antigênico in vivo apresentadas pelos grupos de voluntários 
podem ser visualizadas na Tabela 6. 
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Figura 13: Distribuição da população de acordo com os níveis pós-
reforço de anti-HBs. Percentual de indivíduos quanto aos títulos do 
anticorpo após 4 meses (A) e 1 ano (B) decorridos da dose unitária de 
revacinação.  
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Figura 14: Distribuição da população de acordo com os níveis pós-
reforço de anti-HBs. Percentual de indivíduos quanto aos títulos do 
anticorpo após 2 anos decorridos da dose unitária de revacinação (A) e 
do esquema de 3 doses de reforço (B). 
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Tabela 6: Resposta humoral ao desafio antigênico in vivo em indivíduos vacinados com títulos séricos de anti-HBs 
inferiores a 10 UI/L.  
 
Número de doses de 
reforço da vacina 
Tempo transcorrido 
entre o reforço da 
vacina e análise 
sorológica dos níveis 
de anti-HBs 
Títulos de 
anticorpos pós-
reforço (UI/L)* 
Títulos de 
anticorpos pós-
reforço ≥10 UI/L 
Títulos de 
anticorpos pós-
reforço ≥100 UI/L 
   n (%) n (%) 
1 dose 4 meses 142,1 (± 287,9) 6/9 (66,7) 2/9 (22,2) 
1 dose 1 ano 24,0 (± 29,6) 4/8 (50,0) 0/8 (–) 
1 dose 2 anos 25,7 (± 25,9) 7/10 (70,0) 0/10 (–) 
3 doses 2 anos 288,7 (± 301,9) 5/5 (100) 4/5 (80,0) 
* Dados apresentados como média e desvio padrão. 
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As respostas de anticorpos em função do tempo decorrido entre a 
vacinação primária e o reforço estão representadas graficamente na 
Figura 15 e na Figura 16. As diferenças entre os níveis pós-reforço de 
anti-HBs em relação ao tempo transcorrido entre o estímulo antigênico 
primário e secundário não foram estatisticamente significativas 
(p>0,05). 
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Figura 15: Títulos pós-reforço de anti-HBs em função do tempo 
transcorrido entre a vacinação primária e a revacinação. Análise dos 
níveis séricos do anticorpo após 4 meses (A) e 1 ano (B) decorridos da 
dose unitária de revacinação. 
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Figura 16: Títulos pós-reforço de anti-HBs em função do tempo 
transcorrido entre a vacinação primária e a revacinação. Análise dos 
níveis séricos do anticorpo após 2 anos decorridos da dose unitária de 
revacinação (A) e do esquema de 3 doses de reforço (B). 
75 
 
5 DISCUSSÃO 
 
5.1 PADRONIZAÇÃO DO ENSAIO IN VITRO DE PROLIFERAÇÃO 
DE LINFÓCITOS FRENTE À ESTIMULAÇÃO COM O ANTÍGENO 
VACINAL HBSAG RECOMBINANTE EM AMOSTRAS DE 
INDIVÍDUOS VACINADOS 
 
Vários estudos foram realizados com o intuito de estimular a 
resposta proliferativa de linfócitos in vitro com o antígeno HBsAg (DE 
GAST et al., 1973; FERNAN et al., 1989; FERRARI et al., 1989; 
CUPPS et al., 1993; WANG et al., 2004, DESOMBERE et al., 2005, 
VANDEPAPELIÈRE et al., 2008, CAROLLO et al., 2013). No entanto, 
apesar da disponibilidade da proteína HBsAg altamente purificada, dos 
avanços nas técnicas de cultura de linfócitos e do advento e uso 
generalizado da vacina, o desenvolvimento de um ensaio 
linfoproliferativo para avaliação da resposta imune ao HBV é um 
procedimento complexo  (LEROUX-ROELS et al., 1994). 
Neste trabalho, respostas linfoproliferativas ao estímulo com o 
antígeno vacinal HBsAg recombinante puderam ser detectadas em 
sistema de cultura, apesar dos baixos níveis séricos do anticorpo anti-
HBs. Estes resultados são consistentes com outros estudos (DE GAST et 
al., 1973; LEROUX-ROELS et al., 1994; WANG et al., 2004; 
DESOMBERE et al., 2005; VANDEPAPELIÈRE et al., 2008; 
NYSTRÖM et al., 2008; BES et al., 2012; CAROLLO et al., 2013).  
Os resultados observados no presente estudo demonstraram que 
as respostas para o antígeno recombinante em ambas as densidades 
celulares foram maiores em 3 dias, com menor variabilidade entre as 
amostras. Os índices de proliferação em 7 e 14 dias de estímulo com a 
proteína recombinante apresentaram uma diminuição estatisticamente 
significativa, tendo efeito anti-proliferativo em relação ao controle basal 
em 14 dias de cultura. Os resultados mostraram também que suspensões 
na concentração de 4×10
6
 células/mL estimuladas durante 3 dias 
apresentaram as maiores respostas de proliferação para o HBsAg 
recombinante. Além disso, em 3 dias de cultura não houve diferença nas 
respostas linfoproliferativas para o desafio com diferentes doses do 
antígeno viral (50 ng/mL a 1,5 µg/mL). Em 7 e 14 dias, porém, o índice 
de proliferação para 50 ng/mL de HBsAg recombinante foi 
significativamente mais elevado. 
Em um estudo conduzido por Wang et al. (2004), as condições 
ideais para a  proliferação de linfócitos foram observadas em culturas 
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estimuladas na concentração de 4×10
5
 células/poço, com 1,0 μg/mL de 
HBsAg durante 6 dias. Estes resultados corroboram achados anteriores 
(LEROUX-ROELS et al., 1994). Em outro inquérito, células 
mononucleares do sangue periférico foram estimuladas na densidade de 
2×10
5
 células/poço, com 0,1, 1,0 e 10,0 μg/mL de HBsAg durante 4 
dias. As respostas proliferativas aumentaram com o aumento da dose do 
antígeno, de 18,68 para 28,09 e 52,27, respectivamente 
(VANDEPAPELIÈRE et al., 2008). 
Inúmeros fatores podem influenciar os resultados dos ensaios in 
vitro de proliferação de linfócitos como a geometria dos poços, 
qualidade do meio de cultura e do soro adicionado, preparação do 
antígeno e seu grau de pureza, técnicas de isolamento de linfócitos e 
condições de ensaio in vitro (HANSON et al., 1984; WANG et al., 
2004). Além disso, a fase de diferenciação, resposta aos fatores de 
crescimento e citocinas, bem como a resposta à sinais de apoptose 
podem influenciar a sobrevivência dos linfócitos em ensaios de cultura 
(BELMONTE et al., 2009). 
No presente estudo, a análise comparativa da proliferação 
linfocitária entre culturas estimuladas com o HBsAg e PHA (Figura 9) 
sugere uma atividade mitogênica do antígeno recombinante. Análises 
cinéticas anteriores apontam características semelhantes entre o HBsAg 
e PHA na indução da proliferação e secreção de IFN-γ e IL-2 em 
culturas celulares de portadores assintomáticos do HBsAg, de doadores 
imunes e de indivíduos soronegativos para os marcadores de imunidade 
ou infecção pelo HBV (HELLSTRÖM et al., 1985; SYLVAN e 
HELLSTRÖM, 1989; SYLVAN e HELLSTRÖM, 1990). Estes dados 
sugerem uma ativação mitogênica in vitro de linfócitos induzida pelo 
estímulo com o antígeno de superfície do vírus.  
Os resultados aqui reportados constituem uma ferramenta 
importante no desenvolvimento de um sistema adequado para a 
avaliação da resposta imune ao HBsAg em indivíduos vacinados, e 
podem contribuir para a determinação da necessidade de doses de 
reforço da vacina após a imunização primária. 
 
5.2 ANÁLISE IN VITRO E IN VIVO DA RESPOSTA HUMORAL AO 
ESTÍMULO ANTIGÊNICO SECUNDÁRIO EM INDIVÍDUOS 
VACINADOS 
 
A detecção de células B de memória é um procedimento difícil, 
devido a falta de métodos e reagentes que permitam a discriminação 
confiável da especificidade celular para o antígeno. Por conseqüência, a 
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relação chave entre o número de células B e quantidade de anticorpos no 
soro permanece indefinida (WARD et al., 2008). Os métodos de 
avaliação da freqüência de linfócitos B de memória após a vacinação 
contra o vírus da hepatite B envolvem, principalmente, a técnica 
de análise ELISPOT (WISMANS et al., 1989; BAUER et al., 2006; 
TUAILLON et al., 2006; WARD et al., 2008; VALATS et al., 2010; 
ROSADO et al., 2011). Contudo, a determinação dos níveis circulantes 
e atividade protetora de populações celulares específicas para o antígeno 
representa um desafio na vacinologia (WARD et al., 2008). 
No presente estudo, os resultados obtidos com a técnica de 
ELISA permitiram a análise in vitro da resposta humoral anamnéstica à 
exposição secundária ao HBsAg. A proteína recombinante estimulou a 
produção de anticorpos em culturas de células de indivíduos com títulos 
séricos de anti-HBs inferiores a 10 UI/L ou indetectáveis. Além disso, 
uma resposta de anticorpos de alta afinidade foi observada no 
sobrenadante de culturas celulares de participantes de todos os grupos, 
13-18 anos após a vacinação primária. Não houve diferença estatística 
entre os índices de avidez de anticorpos verificados no sobrenadante de 
culturas celulares de indivíduos com níveis de anti-HBs <10 UI/L e ≥10 
UI/L. Em conjunto, estes dados sugerem que não sejam necessárias 
doses de reforço da vacina para a elevação do anticorpo à títulos ≥10 
UI/L. 
As células B de memória são caracterizadas pela capacidade de 
secreção de anticorpos com maior afinidade ao antígeno do que os 
produzidos por plasmócitos primários, como conseqüência de uma 
mutação somática na sua imunoglobulina expressa (MCHEYZER-
WILLIAMS et al., 2000). A proliferação de células B induzida pela 
exposição antigênica primária ativa um mecanismo pelo qual mutações 
são introduzidas em regiões variáveis rearranjadas e sequências 
adjacentes. O resultado deste processo é o aumento da afinidade das 
moléculas de anticorpo específicas para o antígeno (BEREK et al., 
1991). Como a geração de linfócitos B de memória envolve um 
processo de maturação de afinidade dos receptores que se estende 
durante vários meses após o fim da reação no centro germinativo, os 
anticorpos com elevada afinidade de ligação ao antígeno são 
encontrados quando o tempo necessário para a maturação tenha 
decorrido após a ativação. Neste sentido, o índice de avidez do anticorpo 
representa um fator de distinção entre respostas imunes primárias e de 
memória (SIEGRIST, 2008). 
Os anticorpos de alta avidez produzidos in vitro após a exposição 
antigênica demonstram que uma resposta humoral de memória contra o 
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HBV foi induzida pela sensibilização com o HBsAg (GOLDBLATT et 
al., 1998; JOSEPH et al., 2001; LEE et al., 2003; Alam et al., 2013).  
Estes resultados indicam a proteção a longo prazo contra a infecção pelo 
HBV, apesar dos baixas concentrações séricas de anticorpos. No 
entanto, haja vista que a frequência de células de memória pode 
diminuir ao longo do tempo, estudos adicionais são necessários para a 
avaliação da duração da memória imunológica para o HBV e tempo para 
a administração de doses de reforço da vacina. 
Os resultados deste trabalho sugerem a manutenção da memória 
imunológica contra o vírus da hepatite B em 40,0% e 60,0% dos 
indivíduos vacinados com níveis séricos de anti-HBs inferiores a 10 
UI/L ou indetectáveis, respectivamente. Os dados do presente estudo 
demonstraram também que as respostas imunes humorais ao desafio 
antigênico in vitro não se correlacionaram com os níveis séricos do 
anticorpo. Estes resultados estão em conformidade com observações 
anteriores (LEYENDECKERS et al., 1999; ROSADO et al., 2011). No 
entanto, investigações in vivo da resposta imune ao desafio secundário 
com o HBsAg mostraram uma correlação positiva entre os títulos pré-
reforço de anti-HBs e a resposta anamnéstica humoral  (SU et al., 2007; 
ZANETTI et al., 2005; ELDESOKY et al., 2009). 
No presente estudo, uma resposta anamnéstica humoral in vivo, 
definida como o aumento da concentração sérica de anti-HBs a nível 
igual ou superior a 10 UI/L em um período de 10-28 dias após a dose de 
reforço (FITZSIMONS et al., 2013), foi verificada em 63,0% dos 
participantes que receberam uma dose desafio da vacina. Todos os 
participantes que receberam três doses apresentaram níveis séricos do 
anticorpo ≥10 UI/L após o estímulo secundário. 
A proporção de voluntários que apresentaram títulos de anti-HBs 
≥10 UI/L no período de 4 meses, 1 ano ou 2 anos após a administração 
de uma dose de reforço foi de 66,7%, 50,0% e 70,0%, respectivamente. 
Todavia, níveis do anticorpo superiores a 100 UI/L foram detectados 
apenas em amostras coletadas 4 meses após a dose unitária de 
revacinação ou entre indivíduos que receberam três doses adicionais. Os 
títulos pós-reforço de anti-HBs aumentaram significativamente com a 
administração de três doses da vacina. Não foram verificadas diferenças 
estatísticas nos níveis do anticorpo em relação ao tempo transcorrido 
entre a imunização primária e secundária. 
Análises anteriores da resposta anamnéstica ao reforço da vacina 
sugerem a persistência da memória imunológica contra a infecção pelo 
HBV. A proporção de indivíduos que desenvolveram títulos de anti-HBs 
≥10 UI/L variou de 51,0% a 97,0% com a administração de uma dose de 
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reforço (ZANETTI et al., 2005; LU et al., 2006; HAMMITT et al., 
2007; McMAHON et al., 2009; POOVORAWAN et al., 2010) e 
100%após o esquema adicional constituído de 3 doses (ZANETTI et al., 
2005). 
Em uma avaliação conduzida por MacMahon e colaboradores 
(2009), 77,0% dos voluntários responderam à dose desafio com o 
aumento sérico do anticorpo a níveis ≥10 UI/L em 14 dias, atingindo a 
proporção de 81,0% em 60 dias. Entre os participantes que tiveram 
amostras analisadas 1 ano após a administração da dose de reforço, este 
índice diminuiu para 41,0% (McMAHON et al., 2009). 
Embora ensaios clínicos realizados no início da década de 80 
sugiram a necessidade de um nível mínino de anticorpos (≥10 UI/L) 
para a proteção contra a infecção pelo HBV, a relação entre as 
concentrações séricas de anti-HBs e a manutenção da imunidade 
permanece indefinida (McMahon et al., 2009). Desde a introdução da 
vacinação contra o vírus, muitas investigações epidemiológicas foram 
realizadas para avaliar a imunidade a longo prazo para o HBV e a 
necessidade de doses reforço. Os resultados têm demonstrado níveis do 
anticorpo anti-HBs abaixo de 10 UI/L entre populações vacinadas (LU 
et al., 2004; ZANETTI et al., 2005; CHONGSRISAWAT et al., 2006). 
No Estado de Santa Catarina, a proporção de crianças e adolescentes 
vacinados que apresentam níveis séricos do anticorpo <10 UI/L varia 
entre 33,5% – 51,4% (VOIGT et al., 2010; LIVRAMENTO et al., 2011; 
TONIAL et al., 2011; SCARAVELI et al., 2011; BRANCO, 2011). No 
entanto, é importante ressaltar que a implementação da vacinação 
universal contra a hepatite B tem reduzido significativamente a 
prevalência do HBsAg (AL-FALEH et al., 1999; CHONGSRISAWAT 
et al., 2006; TOSUN et al., 2011).  
A suscetibilidade à infecção pelo HBV entre indivíduos 
vacinados com baixos níveis séricos de anti-HBs que não apresentam 
evidências de respostas anamnésticas ao desafio antigênico permanece 
indefinida. Nestes grupos, a análise e acompanhamento epidemiológico 
podem fornecer subsídios para a confirmação do declínio da frequência 
de infecção e incidência da doença, constituindo um instrumento 
de avaliação da imunidade a longo prazo contra o vírus da hepatite B 
(BONANNI et al., 2003; FITZSIMONS et al., 2011). 
Os dados verificados no presente estudo demonstraram que não 
houve diferença nas respostas humorais in vitro ao desafio antigênico 
secundário entre os grupos de indivíduos com níveis de anti-HBs <10 
UI/L e ≥10 UI/L. Diante dos resultados observados no presente trabalho, 
sugere-se a persistência da memória imunológica para o HBV em 
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indivíduos vacinados que apresentam títulos séricos de anti-HBs 
inferiores a 10 UI/L ou indetectáveis. Estes dados podem 
contribuirsubstancialmente para as decisões relativas à necessidade de 
doses de reforço da vacina para a manutenção dos níveis do anticorpo 
anti-HBs acima de 10 UI/L. 
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6 SUMÁRIO DE RESULTADOS 
 
 O antígeno vacinal HBsAg recombinante estimulou a 
proliferação linfocitária em culturas de células de indivíduos vacinados;  
 
 Os maiores índices de proliferação foram verificados em 
suspensões estimuladas na concentração de 4×10
6
 células/mL com 50 
ng/mL de HBsAg recombinante durante 3 dias; 
 
 A análise comparativa da proliferação linfocitária entre culturas 
estimuladas com o HBsAg e PHA sugere uma atividade mitogênica do 
antígeno recombinante; 
 
 As respostas imunes humorais ao desafio antigênico in vitro não 
se correlacionaram com os níveis séricos do anticorpo; 
 
 Não houve diferença estatística entre os valores dos índices de 
avidez de anticorpos secretados no sobrenadante de culturas celulares de 
indivíduos com níveis de anti-HBs <10 UI/L e ≥10 UI/L; 
 
 Respostas humorais anamnésticas in vivo foram observadas em 
63,0% dos participantes que receberam uma dose desafio da vacina e em 
todos os voluntários que receberam três doses; 
 
 O índice de participantes que apresentaram títulos do anticorpo 
≥10 UI/L em 4 meses, 1 ano e 2 anos decorridos da administração de 
uma dose desafio foi de 66,7%, 50,0% e 70,0%, respectivamente; 
 
 Os títulos séricos pós-reforço de anti-HBs aumentaram 
significativamente com a administração de três doses da vacina; 
 
 Não foram verificadas diferenças estatísticas nos níveis séricos 
do anticorpo em relação ao tempo transcorrido entre a imunização 
primária e secundária. 
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7 CONCLUSÕES 
 
 Os resultados verificados no presente estudo sugerem a 
persistência da memória imunológica para o HBV em indivíduos 
vacinados que apresentam níveis séricos do anticorpo anti-HBs 
inferiores a 10 UI/L ou indetectáveis, indicando a proteção a longo 
prazo contra a infecção pelo vírus; 
 
 Visto que não foram verificadas diferenças nas respostas 
humorais in vitro ao desafio antigênico secundário entre os grupos de 
indivíduos com níveis de anti-HBs <10 UI/L e ≥10 UI/L, sugere-se que 
não sejam necessárias doses de reforço da vacina para a elevação do 
anticorpo à concentrações ≥10 UI/L; 
 
 A susceptibilidade à infecção e necessidade de doses de reforço 
da vacina entre indivíduos com baixos títulos séricos de anti-HBs que 
não apresentam evidências de respostas anamnésticas permanece 
indefinida. Nestes grupos, estudos de acompanhamento soro-
epidemiológicos representam ferramentas importantes de análise da 
imunidade para o HBV; 
 
 Haja vista que a frequência de células de memória pode 
diminuir ao longo do tempo, estudos adicionais são necessários para a 
avaliação da duração da memória imunológica para o HBV e tempo para 
a administração de doses de reforço da vacina. 
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APÊNDICE 1 – Resultados dos ensaios de padronização do teste de 
proliferação de linfócitos frente à estimulação in vitro com o 
antígeno vacinal HBsAg recombinante – valores de absorbância do 
teste e controle basal 
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Notas: Valores de absorbância de culturas celulares de indivíduos com 
níveis detectáveis do anticorpo anti-HBs no soro determinada em 
espectrofotômetro de microplacas a 570 nm. Suspensões estimuladas na 
densidade de 4×10
5
 células/mL com diferentes doses de HBsAg e 
106 
 
culturas de controle basal (incubação das células em meio de cultura 
sem estimulação antigênica). (A) 3 dias de cultura, (B) 7 dias de cultura 
e (C) 14 dias de cultura. 
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Notas: Valores de absorbância de culturas celulares de indivíduos com 
níveis detectáveis do anticorpo anti-HBs no soro determinada em 
espectrofotômetro de microplacas a 570 nm. Suspensões estimuladas na 
densidade de 4×10
6
 células/mL com diferentes doses de HBsAg e
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culturas de controle basal (incubação das células em meio de cultura 
sem estimulação antigênica). (A) 3 dias de cultura, (B) 7 dias de cultura 
e (C) 14 dias de cultura. 
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APÊNDICE 2 – Resultados dos ensaios de padronização do teste de 
proliferação de linfócitos frente à estimulação in vitro com o 
antígeno vacinal HBsAg recombinante – respostas 
linfoproliferativas ao estímulo com diferentes concentrações de 
HBsAg e PHA 
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 Voluntário 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Sexo F F F M M F M M F F 
Idade (anos) 27 22 19 22 15 61 57 14 29 65 
Anti-HBs 
sérico (UI/L) 
38,17  8,78  15,20  551,80  2,19  6,82  217,06  10,00 51,16  9,02  
Proliferação 
(%) 
          
50 ng/mL 
HBsAg 
75,94 74,59 74,86 79,73 76,33 75,60 78,97 85,71 57,39 68,13 
100 ng/mL 
HBsAg 
68,60 82,43 67,80 80,00 62,53 79,87 69,60 77,67 54,13 73,62 
300 ng/mL 
HBsAg 
54,68 84,05 74,08 74,21 55,49 78,04 64,48 83,63 60,90 67,03 
1000 ng/mL 
HBsAg 
65,56 88,37 68,32 74,21 73,80 83,23 66,19 65,77 58,39 67,58 
1500 ng/mL 
HBsAg 
67,84 80,81 68,58 68,94 66,47 78,96 60,51 69,94 64,66 69,78 
PHA 1% 7,84 5,67 8,30 3,60 10,42 13,41 7,38 16,36 5,76 5,40 
 
Proliferação linfocitária em suspensões cultivadas na densidade de 4×10
5
 células/mL, estimuladas com diferentes 
concentrações de HBsAg e PHA 1% durante 3 dias. Abreviaturas: F= feminino, M= masculino. 
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 Voluntário 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Sexo F F F M M F M M F F 
Idade (anos) 27 22 19 22 15 61 57 14 29 65 
Anti-HBs 
sérico (UI/L) 
38,17  8,78  15,20  551,80  2,19  6,82  217,06  10,00  51,16  9,02  
Proliferação 
(%) 
          
50 ng/mL 
HBsAg 
46,00 56,20 63,03 64,39 9,65 25,85 50,80 44,82 29,51 24,96 
100 ng/mL 
HBsAg 
34,60 51,01 61,84 58,73 13,40 15,87 23,52 32,48 11,92 20,49 
300 ng/mL 
HBsAg 
29,60 44,69 52,36 51,24 7,78 24,38 27,62 28,31 15,44 16,64 
1000 ng/mL 
HBsAg 
30,40 51,46 57,58 47,39 9,51 61,04 20,32 24,68 17,12 14,94 
1500 ng/mL 
HBsAg 
30,20 50,11 52,60 48,29 12,10 54,00 58,64 35,57 24,00 17,56 
PHA 1% -7,40 0,22 -4,26 2,04 -1,29 9,49 7,48 7,25 6,57 6,93 
 
Proliferação linfocitária em suspensões cultivadas na densidade de 4×10
5
 células/mL, estimuladas com diferentes 
concentrações de HBsAg e PHA 1% durante 7 dias. Abreviaturas: F= feminino, M= masculino. 
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 Voluntário 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Sexo F F F M M F M M F F 
Idade (anos) 27 22 19 22 15 61 57 14 29 65 
Anti-HBs 
sérico (UI/L) 
38,17  8,78  15,20  551,80  2,19  6,82  217,06  10,00  51,16  9,02  
Proliferação 
(%) 
          
50 ng/mL 
HBsAg 
18,63 17,64 30,85 107,05 56,38 12,02 48,77 52,54 30,18 36,47 
100 ng/mL 
HBsAg 
2,96 -8,94 2,41 48,90 25,59 22,27 1,13 -9,62 7,90 4,33 
300 ng/mL 
HBsAg 
1,72 -10,41 -8,67 34,33 12,32 -2,11 3,52 -26,12 -4,74 -2,72 
1000 ng/mL 
HBsAg 
-7,89 -12,50 1,89 32,83 9,53 10,91 11,66 -29,52 1,58 -0,99 
1500 ng/mL 
HBsAg 
-1,36 -3,67 0,84 47,05 26,26 2,78 16,56 -21,63 17,22 11,10 
PHA 1%  -30,20 -38,66 -35,61 2,42 -38,70 -37,36 -42,51 -43,99 -13,64 -43,58 
 
Proliferação linfocitária em suspensões cultivadas na densidade de 4×10
5
 células/mL, estimuladas com diferentes 
concentrações de HBsAg e PHA 1% durante 14 dias. Abreviaturas: F= feminino, M= masculino.  
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 Voluntário 
 
1 2 2 4 5 6 7 8 9 10 
Sexo F F F M M F M M F F 
Idade (anos) 27 22 19 22 15 61 57 14 29 65 
Anti-HBs 
sérico (UI/L) 
38,17  8,78  15,20  551,80  2,19  6,82  217,06  10,00  51,16  9,02  
Proliferação 
(%) 
          
50 ng/mL 
HBsAg 
85,87 104,48 81,76 88,65 95,90 100,33 105,59 60,84 83,73 68,87 
100 ng/mL 
HBsAg 
78,38 122,41 82,64 97,01 73,97 92,90 98,25 75,77 63,25 70,79 
300 ng/mL 
HBsAg 
75,79 114,13 84,41 89,55 81,28 106,41 104,19 66,76 81,92 63,91 
1000 ng/mL 
HBsAg 
86,45 113,10 89,70 89,85 70,17 97,63 97,90 73,52 74,39 62,53 
1500 ng/mL 
HBsAg 
94,81 115,86 83,52 85,97 69,88 80,74 103,49 66,76 67,46 60,05 
PHA 1% 26,80 67,93 4,70 3,58 8,47 10,47 26,57 3,38 8,13 3,85 
 
Proliferação linfocitária em suspensões cultivadas na densidade de 4×10
6
 células/mL, estimuladas com diferentes 
concentrações de HBsAg e PHA 1% durante 3 dias. Abreviaturas: F= feminino, M= masculino.  
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 Voluntário 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Sexo F F F M M F M M F F 
Idade (anos) 27 22 19 22 15 61 57 14 29 65 
Anti-HBs 
sérico (UI/L) 
38,17  8,78  15,20  551,80  2,19  6,82  217,06  10,00  51,16  9,02  
Proliferação 
(%) 
          
50 ng/mL 
HBsAg 
42,43 50,98 52,49 52,27 28,70 67,33 50,28 54,07 57,08 57,74 
100 ng/mL 
HBsAg 
37,45 46,38 45,33 48,18 11,96 47,78 38,22 35,92 41,39 49,90 
300 ng/mL 
HBsAg 
43,02 74,83 50,54 41,13 14,51 39,71 36,15 36,11 36,67 34,41 
1000 ng/mL 
HBsAg 
36,85 42,23 42,95 46,81 11,64 35,68 27,87 39,81 26,08 37,09 
1500 ng/mL 
HBsAg 
35,65 41,57 21,47 57,45 10,36 36,29 38,79 38,88 33,08 37,85 
PHA 1% 11,75 -3,50 -13,66 -8,63 18,02 17,74 10,16 17,22 28,35 23,51 
 
Proliferação linfocitária em suspensões cultivadas na densidade de 4×10
6
 células/mL, estimuladas com diferentes 
concentrações de HBsAg e PHA 1% durante 7 dias. Abreviaturas: F= feminino, M= masculino.  
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 Voluntário 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Sexo F F F M M F M M F F 
Idade (anos) 27 22 19 22 15 61 57 14 29 65 
Anti-HBs 
sérico (UI/L) 
38,17  8,78  15,20  551,80  2,19  6,82  217,06  10,00  51,16  9,02  
Proliferação 
(%) 
          
50 ng/mL 
HBsAg 
33,15 26,84 26,61 23,76 64,68 55,27 63,00 66,03 52,55 61,79 
100 ng/mL 
HBsAg 
6,57 -0,89 12,81 -10,49 27,73 28,39 20,83 4,59 16,21 3,31 
300 ng/mL 
HBsAg 
-7,52 -0,27 9,57 -11,10 10,95 22,49 6,65 -8,59 18,67 -20,90 
1000 ng/mL 
HBsAg 
-19,11 3,28 2,88 -37,57 14,38 11,60 9,14 -18,09 10,59 -24,78 
1500 ng/mL 
HBsAg 
4,94 4,45 0,28 -14,88 29,54 23,73 23,69 -8,72 16,21 -20,48 
PHA 1% -33,42 -39,52 -34,50 -45,76 -26,47 -48,06 -40,85 -40,59 -40,94 -36,93 
 
Proliferação linfocitária em suspensões cultivadas na densidade de 4×10
6
 células/mL, estimuladas com diferentes 
concentrações de HBsAg e PHA 1% durante 14 dias. Abreviaturas: F= feminino, M= masculino. 
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APÊNDICE 3 – Artigo publicado 1 
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APÊNDICE 4 – Artigo publicado 2 
 
 
 
 
 
 
120 
 
  
121 
 
ANEXO 1 – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina 
 
 
